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Coleta de amostras e métodos
analiticos para determinacao

de chumbo

Collection of samples and analytical methods for lead determination
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RESUMO

Chumbo é, frequentemente, usado como um indicador de poluicao. Uma vez liberado no meio ambien-
te, este poluente pode seguir diferentes rotas, podendo ser convertido em espécies mais solluveis,
tornado-se biodisponivel. Neste artigo é apresentado de forma sucinta chumbo como poluente urbano,
procedimentos de amostragem (coleta de amostras), transporte, armazenamento e preservagédo de
amostras de interesse ambiental (solos e aguas) e amostras clinicas (sangue e urina). A importancia e
classificagdo das Salas Limpas, assim como as principais técnicas analiticas para a determinagédo de
chumbo - AAS, ICP OES e ICP-MS - também sao abordadas.
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Chumbo: poluente urbano

Em grandes metrépoles, como a cidade de S@o
Paulo, o desenvolvimento econdmico e o crescimento
populacional, permitiram que a polui¢ao, causada prin-
cipalmente por automdveis e inddstrias, atingisse ni-
veis criticos. Devido a estas atividades, a concentracio
de metais téxicos, como chumbo, ¢ alta. E possivel ob-
servar, ao sobrevoar grandes metrpoles, uma nuvem
cinza, espessa e densa pairando sobre a cidade. Sdo
toneladas de substincias téxicas que fazem parte da
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composicio do ar, de origem antropogénica. Chumbo é,
frequentemente, usado como um indicador de polui-
cdo. Uma vez liberado no meio ambiente, este poluente
pode seguir diferentes rotas, podendo ser convertido em
espécies mais soldveis, tornado-se biodisponivel para
os seres vivos. A identificagdo das formas quimicas e
distribuicdo dos metais tdxicos que sdo liberados, apri-
sionados ou adsorvidos nas particulas dos solos, é fun-
damental para entender suas caracteristicas quimicas
e fisicas no ambiente, pois sdo essas caracteristicas
que controlam a mobilidade e biodisponibilidade.
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Chumbo ocorre nos solos como uma mistura
de compostos quimicos na fase sélida, variando na
morfologia e no tamanho da particula. Estes compo-
nentes incluem fases minerais discretas, espécies co-
precipitadas e adsorvidas associadas com minerais do
solo ou matéria orgénica, e espécie dissolvidas que
podem estar complexadas com uma variedade de
ligantes orgénicos e inorganicos. A ocorréncia e a dis-
tribuicdo relativa de um elemento entre estas varias
fases e o solo, irdo controlar as propriedades de disso-
lucdo de um elemento e, em consequéncia, sua biodis-
ponibilidade. Com o tempo, ocorrem mudancas na dis-
tribuicdo de um elemento entre estas varias fases,
como resultado de desgaste quimico e fisico, proces-
sos bioldgicos, infiltragdo da dgua e disttirbios antro-
pogénicos, mudando a biodisponibilidade deste elemen-
to. Por exemplo, se acetato de chumbo, que é muito
solivel, for liberado no solo, o chumbo rapidamente
ird se incorporar aos minerais dos solos, e sua biodis-
ponibilidade diminuird com o tempo. Em contraste,
poucas mudangas podem acontecer na biodisponibili-
dade do chumbo disperso em residuos de silica fundi-
da (devido a sua relativa insolubilidade), mesmo de-
pois de décadas no meio ambiente.!

Um dos maiores problemas ambientais deste
ramo de ciéncia € o chamado passivo ambiental, he-
ranca da desativacdo de empreendimentos industri-
ais. Em termos gerais, a contaminac@o dos solos e
das dguas subterraneas é dos mais graves passivos
ambientais. O conceito de passivo ambiental € utiliza-
do para descrever o actimulo de danos ambientais oca-
sionados pelo fechamento de instalagdes industriais
que devem ser reparados a fim de que seja mantida a
qualidade ambiental de um determinado local. Os so-
los contaminados podem apresentar risco a satde pu-
blica de vérias formas: por contato direto com a pele,
por ingestdo ou inaladas ao se fixar a substancias s6-
lidas, ou por causa de emissdo de gases toxicos; tam-
bém podem ser transferidas para as dguas subterra-
neas, contaminando redes de dgua potdvel, ou conta-
minando cursos de dgua superficiais, sendo também
toxicos para outros seres vivos do ecossistema.? De
um modo geral, a contaminag¢@o por exposicao direta
se dd através da ingestdo de solos, absorcao dérmica,
inalagdo de gases e inalacdo de particulas; a contami-
nacdo por exposi¢cdo indireta se dd por ingestdo de
vegetais contaminados e ingestdo de dgua (tratada ou
nao).

Diante do exposto nos pardgrafos acima, a co-
leta do material clinico a ser analisado, assim como 0s
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procedimentos analiticos que serdo adotados na de-
terminacdo de chumbo, desempenham um papel fun-
damental, pois vivemos em um ambiente notadamente
poluido com chumbo.

Coleta de amostras

Ambientais: aguas e solos

Para coleta de amostras de dguas naturais, a
quantidade minima requerida é de 1 L, de acordo com
o Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater.? O recipiente de coleta pode ser de plas-
tico (polietileno ou equivalente) ou de vidro, previa-
mente lavados com solugédo 1 + 1 de HNO,. A conser-
vagdo € feita através da adi¢do de HNO, até pH = 2;
se a intenc¢do € medir chumbo dissolvido, a amostra
deve ser filtrada imediatamente, seguido da adi¢do do
acido nitrico. Nestas condicdes estabelecidas, a amos-
tra pode ser armazenada por até 6 meses antes da
andlise que geralmente ¢é realizada por espectrome-
tria de absorcdo atdmica com atomizagdo eletrotér-
mica (ET AAS, do inglés, electrothermal atomic
absorption spectrometry) ou por espectrometria de
massa com fonte de plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS, do inglés inductively coupled plasma mass
spectrometry).

Quando se tratar de coleta de amostras de dguas
em mananciais, a coleta deve ser realizada no sentido
contrario da correnteza, com profundidade minima de
20 cm. Para pocos, o frasco de coleta deve descer
preso a um corddo, permitindo que 0 mesmo seja sub-
mergido até o mdximo de profundidade. Nao permitir
que, no momento da descida, o frasco toque nos lados
do pogo.

A coleta de dguas em torneiras, de acordo com
a Organizacdo Panamericana de Saude4, deve ser
precedida por uma limpeza das partes internas e ex-
ternas da torneira com 4dlcool, apds sua abertura por
alguns segundos. Apds este procedimento, a torneira
deve ser aberta novamente e permitido escoar a dgua
por mais alguns segundos. Em seguida, a coleta pode
ser realizada em frasco previamente descontaminado
(solugdo 1 + 1 HNO,) em um nivel logo acima da
metade do frasco.

Para solos, a coleta deve proceder de acordo
com o objetivo pretendido da anélise. Geralmente, se
a finalidade é monitoramento ou screening, a amostra
é coletada no horizonte A (0 - 20 cm). Apds a coleta,
as amostras deverdo ser secas, destorradas e penei-
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radas em malha com abertura de 2 mm para obtencdo
de terra fina seca ao ar. O armazenamento deve ser
em refrigeracdo. Essas amostras devem ser as mais
representativas possiveis do material original ou drea
a ser estudada.

A amostragem é um ponto importante, pois pode
ser realizada de trés maneiras: direcionada, sistemati-
ca e aleatdria. De acordo com a norma ISO/DIS
10381-1, na amostragem direcionada a locagdo dos
pontos de amostragem ¢ realizada de acordo com o
conhecimento j4 existente a respeito das fontes e vias
de disseminac¢do da contaminacao, evidéncias visuais
de contaminacdo do solo ou aplicacdo de métodos de
screening na drea.’> Uma forma muito comum de dis-
tribuicdo aleatéria dos pontos de amostragem € o
estratificado (ISO/DIS 10381-1), em que se procede
auma divisdo regular da drea, distribuindo-se os pon-
tos de forma aleatéria em cada uma delas. Com esse
esquema de amostragem, assegura-se que todas as
subdreas que compde o local investigado serdo amos-
tradas, o que pode ndo ocorrer em um esquema alea-
tério simples.> Uma forma de contornar os problemas
da amostragem aleatdria estratificada é o emprego de
um esquema com distribui¢ao sistemdtica dos pontos
de amostragem (malha de amostragem) que, além de
evitar a coleta de amostras em pontos muito proxi-
mos, apresenta as mesmas vantagens da subdivisdo
da area. Segundo a USEPA (do inglés, United States
Environmental Protection Agency), a experiéncia e
as consideragdes tedricas mostram que na maioria dos
casos a aplica¢do de uma malha regular com distri-
buicdo sistemdtica dos pontos de amostragem mais
praticos gera um retrato detalhado da variacdo das
propriedades do solo existentes no local. Tem como
vantagem a facilidade de implanta¢cdo no campo e a
possibilidade de adensamento do nimero de pontos
em que for necessdrio, por meio de uma amostragem
direcionada.’

Para a coleta de solos superficiais os equipa-
mentos de amostragem mais comuns sdo: pas; trados
de caneco manuais ou mecanicos; trado de rosca;
trado holandés; amostradores tubulares (barrilete -
"tubo aberto", meia-cana, tubo fechado e tubo de pa-
rede fina).

Clinicas: sangue e urina

Para a determinagdo de chumbo em sangue
total, a quantidade de sangue necessdria pode variar
de acordo com o laboratério - de 5 a 20 mL, adiciona-
dos de 200 L de heparina. O horério da coleta € flexi-
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vel, desde que tenha ocorrido exposi¢do ha pelo me-
nos cinco dias. O recipiente usado na coleta sdo tubos
especificos (Vacutainer®) livre de metais. Se a coleta
for realizada longe do laboratério de anélise, o trans-
porte deve ser feito sob refrigeracio a 4°C, e o tempo
entre a coleta e o envio da amostra ao laboratério ndo
deve exceder 2 dias. Uma vez no laboratério de ana-
lise, o armazenamento destas amostras deve ser em
geladeiras com temperatura entre 2 e 8°C, por um
periodo méximo de 5 dias. A determinagdo, geralmen-
te, € realizada por ET AAS ou ICP-MS.57

E importante ter sempre em mente que nio
apenas o tubo, utilizado para coleta de amostra
(Vacutainer®) deve ter quantidade minima de chum-
bo, e o local da puncio (no caso de sangue) devem
ser limpos previamente a coleta, mas toda a manipu-
lagdo pré-analitica deve ser feita em local adequado,
com ponteiras, tubos e reagentes com quantidades
muito baixas de metais. Para limpeza adequada para
medir chumbo, tubos e ponteiras novos precisam ser
submersos em 4cido nitrico (20-50%) 18 horas, secos
a seguir em capelas de fluxo laminar (Classe 100), e
depois guardados hermeticamente até o momento do
uso. Normalmente € mais vantajoso comprar tubos
para as dilui¢cdes prévias a andlise também ja livres de
metais, pois hd sempre risco de contaminacao aleato-
ria durante esse procedimento de limpeza dos tubos e
o custo € alto para essa limpeza. Outra questdo a con-
siderar € o risco de acidentes durante a manipulagdo
de acido nitrico. Os reagentes também precisam ser
de qualidade ultrapura (por ex. os da linha Suprapure
da Merck), ou entdo, no caso dos acidos, devem ser
bidestilados em laboratdrios preparados para este pro-
cedimento e armazenados em frascos descontamina-
dos para metais. Reagentes ultrapuros devem ser usa-
dos em conjunto com 4gua deionizada 18-25 Mohm.cm
para limpeza final e digestdo das amostras. Brancos
também devem ser preparados para cada conjunto de
amostras.

Geralmente, a determina¢cdo de chumbo em
amostras de urina € realizada para monitorar a quan-
tidade de chumbo excretado pelo paciente, durante o
tratamento de quelagdo. A quantidade de urina cole-
tada também pode variar de 20 a 50 mL, durante 24
horas. O recipiente para coleta pode ser de plastico e
o transporte, caso a coleta ndo seja realizado no pro-
prio laboratério de anélises clinicas, deve acontecer
sob refrigeracdo a 4°C, em um periodo de tempo que
ndo exceda um dia - o ideal € que seja imediatamente.
No laboratdrio de analises o armazenamento deve ser
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em geladeira com temperatura controlada entre 2 e
8°C, por no maximo 3 dias. As técnicas que figuram
para seu monitoramente sdo: espectrofotometria de
absor¢do molecular no ultravioleta e visivel (UV/Vis)
para deteccdo da creatinina, ET AAS ou ICP-MS para
deteccio direta do chumbo. E importante ressaltar que,
muitas vezes, é necessario realizar uma digestao aci-
da nas amostras clinicas, antes de analisa-las direta-
mente por ET AAS ou ICP-MS.57

Salas Limpas

De acordo com a NBR 13413 (NBR 13700 -
Normas de Salas Limpas), sala limpa € uma sala na
qual o suprimento e a distribui¢do do ar, filtragem,
materiais de construcdo e procedimentos de opera-
cdo, visam controlar as concentracdes de particulas
em suspensao no ar, atendendo aos niveis apropriados
de limpeza, conforme definidos pelo usudrio e de acordo
com as normas técnicas vigentes.®

As salas limpas sdo classificadas pela pureza
de seu ar. O método mais facilmente conhecido e uni-
versalmente aplicado e € sugerido pela Federal
Standard 209, em que o nimero de particulas igual ou
maior que 0,5 pm sdo medidas em um pé cubico e
esta contagem € usada para classificar a sala.”
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de alta qualidade, na montagem e teste de giroscopios
de precisdo, e na montagem de mancais miniaturiza-
dos. Salas Classe 10.000 sdo empregadas na monta-
gem equipamentos hidraulicos e pneumaticos de pre-
cisdo, vdlvulas servo-controladas, dispositivos de re-
l6gios de precisdo, e engrenamento de alto grau. Por
fim, Salas Classe 100.000 servem para trabalhos 6ti-
cos em geral, montagem de componentes eletroele-
tronicos, montagem hidrdulica e pneumatica.

Existem dois tipos de salas limpas: as de fluxo
convencional e unidirecional. Salas Limpas de fluxo
convencional sdo também conhecidas com Salas Lim-
pas de ventilacdo turbulenta ou ndo unidirecional. Sala
Limpas de fluxo unidirecional sdo conhecidas como
de fluxo laminar ou salas ultralimpas.

A importancia em usar estes tipos especificos
de salas reside no impacto da pesquisa desenvolvida,
ou seja, em questdes de saide publica, legais e foren-
ses, a exatidao e precisdo dos resultados podem nortear
politicas ambientais e de saude, assim como um
veredito. Se determinagOes na ordem de partes por
bilhdo ou partes por trilhdo sdo requeridas, o uso de
Salas Limpas é uma necessidade. Ndo podemos es-
quecer também que, a obrigatoriedade de vestimentas
adequadas nestes ambientes é um ponto critico, pois a

Classificacdo Federal Standard 209

1 10 100 1000 10000 100000

No de particulas por pé cibico® com tamanho = 0,5um. 1

10 100 1000 10000 100000

Essa classificag@o atende diferentes atividades.
Uma sala classe 1 é usada somente para manufatura
de circuitos integrados com desenvolvimento de geo-
metrias sub-micron. Salas Classe 10 sdo usadas para
manufatura de semicondutores produzidos em larga
escala, circuitos integrados com linhas menores que 2
micras. Salas Classe 100 sdo usadas quando se dese-
ja ambientes livres de particulas (neste tipo Sala se
enquadra as determinagdes clinicas de Pb em materi-
al biol6gico) e bactérias. E empregada também na
manufatura de produtos médicos injetdveis, em ope-
racOes de implantes ou transplantes cirdrgicos, na fa-
bricacdo de circuitos integrados e no isolamento de
pacientes imonudeprimidos e pacientes com operacdes
ortopédicas. Salas Classe 1.000 também sdo empre-
gadas em determinadas andlises inorganicas, mas sao
principalmente usadas na fabricagdo de equipamento

quantidade microorganismos carregados pelo homem
na pele da cabeca, por exemplo, é de 1,5 x 10* UFC/
cm? (UFC = unidade formadora de colonia); no ante-
brago é de 1,0 x 10° UFC/cm?; nas maos e dedos: 1,0
x 10? UFC/cm?; secrec@o do nariz: 107 UFC/g, no ato
de espirrar: 108 UFC, no cerume dos ouvidos: 10° UFC,
na saliva: 107 UFC/mL e nas fezes10: 10'! UFC/g.

Principais Técnicas Analiticas

Espectrometria de Massa com Fonte de Plas-
ma Indutivamente Acoplado

O desenvolvimento do espectrometro de mas-
sa com fonte de plasma indutivamente acoplado, ICP-
MS (do inglés - inductively coupled plasma mass
spectrometry) foi induzido em parte pela sua aplica-
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¢d0 nas ciéncias da terra. A andlise de amostras geo-
l6gicas consideradas uma das mais dificeis aplicacdes
espectroquimicas, requer medidas exatas e precisas,
como por exemplo, na datacio e caracterizacdo de
rochas e minérios. Devido ao seu potencial, ICP-MS
é uma das principais técnicas analiticas para a andlise
na geoquimica, além da sua aplica¢do na drea ambi-
ental, clinica e alimentos; e isto se deve aos baixos
limites de deteccao (LD’s) possiveis, ampla faixa di-
namica linear, rdpida determinacdo das razdes
isotdpicas, pequeno volume de amostra, além, € 6bvio,
da sua capacidade multielementar. Além disso, esta
técnica é capaz de realizar uma anélise semi-quanti-
tativa, em menos de 1 minuto. A espectrometria de
massa (MS) proporcionou beneficios significativos para
a espectroscopia ICP. Talvez o beneficio que recebeu
a maior parte da atencdo ¢ a capacidade de atingir
baixos limites de detec¢do - cerca de 90% dos ele-
mentos podem ser determinados com LD's na faixa
de 0,1 20,001 ng/mL em solugdes aquosas.!!-1?

A configuracdo do instrumento consiste em trés
componentes principais: (1) um ICP de argdnio con-
vencional que opera a temperaturas de 6000 a 10000
K, (2) um espectrometro de quadrupolo convencional,
e (3) uma interface. Nestas temperaturas ( 8000 K),
possiveis interferéncias de substancias quimicas sdo
insignificantes (para solugdes inorganicas), e essenci-
almente todos 0s 4tomos sdo ionizados em uma larga
extensdo.!!"12

Espectrometria de Emissao Optica com Fon-
te de Plasma Indutivamente Acoplado

Embora este técnica ndo possua a mesma sen-
sibilidade instrumental da ICP-MS, ela configura como
uma técnica bem estabelecida, capaz de fornecer ana-
lises quantitativas multielementares, com ampla faixa
dinamica de trabalho (entre ppb e ppm), para elemen-
tos com comprimentos de onda compreendidos entre
190 a 800 nm. Seu principio se baseia no fato de que
um atomo livre, no estado fundamental, pode receber
energia suficiente para que seus elétrons na camada
de valéncia comecem a sofrer transi¢des. Estes elé-
trons saltam para camadas mais externas, permane-
cendo por um tempo muito curto; por ser um estado
pouco estavel quando retornam para a camada de
menor energia, emitem um féton em A especifico.
Cada elemento possui seu proprio conjunto caracte-
ristico de niveis de energia e assim, seu proprio e ni-
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co conjunto de comprimento de onda de emissio e
absorgdo.

A instrumentacdo consiste em um ICP de
argonio, a partir do qual serdo emitidos os comprimen-
tos de onda dos analitos desejados, um espectrometro,
onde ocorrerd a dispersdo e separacdo do feixe de
luz. Um dos detectores mais modernos para este tipo
de equipamento é do estado s6lido, conhecido como
CCD (charge-coupled device).

Espectrometria de Absorcao Atomica

O principio fundamental da AAS envolve a me-
dida da absor¢do da intensidade de radiacdo eletro-
magnética, proveniente de uma fonte de luz, por 4to-
mos gasosos no estado fundamental. Com base neste
principio, o elemento de interesse (metal, semi-metal
e ndo-metal), no estado vapor, absorve a radiacdo de
um comprimento de onda especifico pela transi¢cdo de
seus elétrons para um nivel mais energético. Devido a
isso, a AAS torna-se uma técnica especifica, pois se
utiliza de uma fonte capaz de emitir uma radiacdo de
comprimento de onda especifico para que ocorra a
transicdo eletrdnica caracteristica do elemento de in-
teresse. Este principio teve origem em 1860, com o
fisico Kirchhoff que estabeleceu a lei geral da Absor-
cdo e Emissdo da Energia pela matéria. "Todos os
corpos podem absorver a radia¢do que eles proprios
emitem". Em 1955, Alan Walsh descobriu que as mai-
orias dos dtomos livres na chama se encontravam no
estado fundamental (99%) e os restantes (1%)
ionizados ou excitados. Com isso, foi possivel desen-
volver o primeiro equipamento de absorcdo atdmica.

Os principais componentes de um espectrometro
de absor¢do atdmica sdo: uma fonte de luz primaria,
sistema de atomizacao (chama e forno de grafite), um
monocromador para isolar o comprimento de onda es-
pecifico a ser medido, um detector para medir com
exatidao.

Esta técnica configura-se como uma das técni-
cas atdmicas mais robustas, confiaveis e bem estabe-
lecidas. Embora seja monoelementar, € capaz de apre-
sentar limites de deteccdo comparéveis aos da ICP-
MS, quando usada no modo forno de grafite (ET AAS),
o qual é em 3 ordens de magnitude mais sensivel do
que a chama (F AAS). A figura 1 mostra de maneira
simplificada, os limites de detec¢do das trés técnicas
discutidas. Na figura 2 temos os custos envolvidos na
aquisi¢do de cada equipamento.
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Figura 1. Limites de detecgao para as principais técnicas espectroscépicas atdmicas (Adaptado de 13).
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Figura 2. Custos relativos para sistemas de espectroscopia atémica (valores em ddlares). Adaptado de 13.

ABSTRACT

The metal lead has frequently used as a sensitive pollution indicator. Once released in the environment,
this pollutant can follow different ways, being converted in highly soluble species, became bioavailable.
In this paper is presented in a succinct form, lead as urban pollutant, sampling procedures (collection of
samples), transport, storage and preservation of environmental (soils and waters) and clinical (blood
and urine) samples. The importance and classification of clean rooms, as well as the main analytical
techniques for lead determination - AAS, ICP-OES and ICP-MS - are broached too.

Keywords: Lead/Determination. Clean Rooms. Spectroscopy Atomic/Techniques.
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